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(54) Multipotente Paramunitatsinducer auf der Basis von Kombinationen von Pockenviruskomponenten, Verfahren 
zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung als Arzneimittel 

(§5) Beschrieben sind multipotente Paramunitatsinducer auf 
der Basis von Kombinationen von Pockenviruskomponenten, 
die sich von verschiedenen Pockenviren mit paramunisieren- 
den Eigenschaften ableiten und bezuglich ihrer Potenz und 
ihrer an der Paramunisierung beteiligten Aktivitaten gegen- 
uber den bekannten Paramunitatsinducern verbessert sind. 
Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung 
dieser multipotenten Paramunitatsinducer sowie ihre Ver- 
wendung als Arzneimittel. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft multipotente Paramunitatsinducer auf der Basis von Kombinationen von 
Pockenviruskomponenten, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung als Arzneimittel. 

Das Immunsystem der WarmblQter, insbesondere das der Sanger und Vdgel, besteht aus einem antigenspezifi- 
schen sowie einem antigenunspezifischen Teil. Beide Teile sind miteinander vernetzt und bilden dadurch ein 
einheitliches Organsystem. Die antigenspezifischen Mechanismen sind fur den Aufbau einer Immunity die 
antigenunspezifischen fur den Aufbau der Paramunitat verantwortlich. Entsprechend wird der antigenunspezifi- 
sche Teil der Abwehr aus historischen wie funktionellen Grunden als paraspezifisches Immunsystem bezeichnet. 
Die immunologische Forschung hat sich bisher hauptsachlich mit dem antigenspezifischen Teil des Immunsy- 
stems, d.h. mit der Immunitatsbildung, befaBt. Die Nutzung dieses Abwehrpotentials fuhrte z. B. zur Entwick- 
lung der aktiven und passiven Schutzimpfung. Die Nutzung der paraspezifischen Aktivitaten des Immunsystems 
fur die Prophylaxe und Therapie steht dagegen noch in den Anfangen. Die paraspezifische Abwehr ermoghcht es 
dem Organismus, sich bei Konfrontation mit den unterschiedlichsten Fremdstoffen, Infektionserregern, Toxinen 
und transformierten korpereigenen Zellen sofort zu wehren. Zwischen den paraspezifischen und den spezifi- 
schen Aktivitaten des Immunsystems bestehen enge funktionelle Wechselwirkungen, wobei der Informations- 
fluB in der Kegel von den zuerst reagierenden paraspezifischen zu den spacer einsetzenden spezifischen Mecha- 
nismen des Immunsystems lauft Die paraspezifische Abwehr des Organismus kann auf diese Weise bei Infektio- 
nen mit besonders virulenten Pathogenen die Zeit bis zur Ausbildung einer spezifischen Immunity uberbrucken. 

Seit Einfiihrung der Schutzimpfung gegen die Variola durch E. Jenner im Jahre 1798 mit einem vom Tier (Rind, 
Pferd) gewonnenen Impfstoff auf der Basis des Vacciniavirus wird uber empirisch gewonnene Ergebnisse 
berichtet, die zeigten, daB durch die Pocken-Schutzimpfung andere Infektionen und Krankheiten, bevorzugt 
chronische und rezidivierende, an denen die Impflinge zum Zeitpunkt der Impfung zufallig litten, Qberraschend 
schnell bzw. ohne Komplikationen abheilten. Insbesondere betrifft dies Herpesinfektionen unterschiedhcher 
Genese, Papillome, chronische Ekzeme und Erkrankungen des Hals-, Nasen- und Ohrenbereiches. Andererseits 
beobachtete man bei den Impflingen eine kurzzeitige, generell erhohte Widerstandsfahigkeit gegen akute 
Infektionen der Umgebung. Ahnliche Phanomene sind nach Schutzimpfungen gegen Tierpocken bekannt Aus 
diesen Befunden folgerte man, daB Pockenviren bzw. bestimmte Strukturkomponenten dieser Viren unspezi- 
fisch die Widerstandsfahigkeit des Organismus gegenttber Infektionen und Tumoren gtinstig beemftussen kdn- 
nen. Da diese unspezifischen Heilungsvorgange sofort nach der Schutzimpfung und damit 5-7 Tage vor, aber 
auch noch parallel zur Bildung der spezifischen Impfimmunitat einsetzen, bezeichnete A. Mayr 1978 diese 
unspezifischen Auswirkungen einer Schutzimpfung als "paraspezifisch". Medikamente, die speziell zur Nutzung 
derartiger paraspezifischer Wirkungen hergestellt werden, bezeichnet man dementsprechend als "Paramunitats- 
inducer"; vgl. A. Mayr, Pramunitat, Pramunisierung und paraspezifische Wirkung von Schutzimpfungen, Munch. 
35 Med. Wschr. 1978, Band 120, S. 239 bis 242.; Mayr, A, H. Raettig, H. Stickl und M. Alexander, 1979: Paramunitat, 
Paramunisierung, Paramunitatsinducer. Fortschr. Med. 97, 1159— 1165 und 1205—1210. 

Aus der DE-OS 27 14 665 bzw. der US-PS 4 191 745 sind Praparate zur Behandlung von Herpes zoster und 
anderen Herpesinfektionen auf der Basis von Pockenviren bekannt. Fur die Veterinarmedizin wurden entspre- 
chend Paramunitatsinducer aus gereinigten, attenuierten und inaktivierten Avipockenviren und Parapockenvi- 
40 ren entwickelt. Diese Paramunitatsinducer sind als "Duphapind bzw. "Duphamun ®" (PIND-AVI) bzw. "Baypa- 
mun ®" (PIND-ORF) fur praktisch alle Nutz- und Heimtierarten in den europ&ischen Landern zugelassen. Der 
Paramunitatsinducer PIND-AVI wird aus einem attenuierten Huhnerpockenvirus, Stamm HP-1, der Paramun- 
itatsinducer PIND-ORF aus einem attenuierten Parapockenvirus, Stamm D-1701 hergestellt Die Inaktivierung 
der attenuierten Viren erfolgt in an sich bekannter Weise, z. B. durch y-Bestrahlung oder auf chemischem Wege, 
45 wie etwa durch Behandlung mit p-Propiolacton. 

Die in der Humanmedizin zur Immunstimulierung und als "adjuvante Immuntherapie bevorzugt verwende- 
ten Medikamente mit paramunisierenden Eigenschaften sind BCG (Bacillus Calmette Guerin-Keime), Levamisol 
und Corynebacterium parvum (syn. Propionibacterium acnes). Diese Praparate sind jedoch den auf Pockenviren 
basierenden Paramunitatsinducern in bezug auf ihre paramunisierende Wirkung unterlegen, wie sich aus den in 
Tabelle 1 zusammengefaBten Ergebnissen ergibt, die in Vergleichsuntersuchungen dieser Praparate ™t PIND- 
AVI und PIND-ORF im VSV-Babymaus-Test erhalten wurden; vgl. Mayr, A„ M. Biittner, S. Pawlas, V. Erfle, B. 
Mayr, R. Brunner und K. Osterkorn, 1986: Vergleichende Untersuchungen uber die immunstimulierende (param- 
unisierende) Wirksamkeit von BCG, Levamisol, Corynebacterium parvum und Praparaten aus Pockenviren in 
verschiedenen "in vivo"- und "in vitro"-Testen, J. Vet Med. B 33, 321 —339. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, multipotente Paramunitatsinducer auf der Basis von 
Pockenviruskomponenten fur die Humanmedizin und Veterinarmedizin bereitzustellen, die bezUghch ihrer 
Potenz und beziiglich ihrer an der Paramunisierung beteiligten Aktivitaten verbessert sind. Eine weitere Aufga- 
be der vorliegenden Erfindung besteht ferner darin, ein verbessertes Verfahren zur Herstellung derartiger 
multipotenter Paramunitatsinducer durch eine neue Technik der Virusvermehrung m Zellkulturen und/oder 
-inaktivierung bereitzustellen. Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht schlieBlich darin, pharmazeutische 
Zusammensetzungen zur Verwendung als Arzneimittel auf der Basis dieser multipotenten Paramunitatsinducer 

bereitzustellen. . t „ J _ . __ ,. 

Entsprechend betrifft die Erfindung multipotente Paramunitatsinducer auf der Basis einer Kombmation 
zweier oder mehrerer Pockenviruskomponenten, die sich von unterschiedlichen Pockenvirusstammen mit pa- 
ramunisierenden Eigenschaften ableiten. Die Erfindung betrifft weiter multipotente Paramunitatsinducer auf der 
Basis einer Kombination mehrerer unterschiedhcher Spezies von inaktivierten, attenuierten Pockenviren mit 
paramunisierenden Eigenschaften. Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung yon Paramun- 
itatsinducern, bei dem zwei oder mehrere Pockenviruskomponenten kombiniert werden, die sich von unter- 
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schiedlichen PockenvirusstSmmen mit paramunisierenden Eigenschaf ten ableiten. Die Erfindung betrifft schlieB- 
lich Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen multipotenten Paramunitatsinducer sowie pharmazeuti- 
sche ^zSammenseuungen zur Verwendung als Arzneimittel, die diese multipotenten Paramunitatsinducer um- 

fa Oberraschend wurde dabei gefunden, daB die Kombination von Pockenviruskomponenten in den erfindungs- 
gemaBen multipotenten Paramunitatsinducern nicht zur Vermmderung oder gar zum Verlus t , ^rjewedigen 
Paramunisierenden Aktivitaten der einzelnen Pockenviruskomponenten fuhrt. V.elmehr wurde festgestellt, daB 
durch die Kombination der von verschiedenen Pockenvirenstammen abgeleiteten Pockenviruskomponenten in 
den erfindungsgemaBen multipotenten Paramunitatsinducern nicht nur eine Addierung oder Erganzung, son- 
dern eine Potenzierung der jeweiligen paramunisierenden Wirkung zustande kommt. Expenmente haben ge- 
zeiet daB die Wirkung der aus Pockenviruskomponenten kombinierten multipotenten Paramunitatsinducern 
weft iiber den jeweiligen Einzelwirkungen liegt. Dieser Effekt war nicht vorhersehbar und verbessert derartige 
Paramunitatsinducer gegenuber bekannten Praparaten aus einer einzigen Pockenviruskomponente bezuglich 
ihrer Potenz und bezuglich ihrer an der Paramunisierung beteiligten Aktivitaten. Ferner haben die erfindungsge- 
maBen multipotenten Paramunitatsinducer iiberraschenderweise praktisch keine im munogenen, jedoch iebr 
starke paramunisierende Eigenschaften, so daB mehrmalige und kontinu.erliche Apphkat.onen mogl.ch und 

""SSidTng' basiert ferner auf dem iiberraschenden Befund, daB zwischen den Epitopen der Strukturprotei- 
ne der Pockenviren, die fur die Paramunisierung und jenen, die fur die Immunisierung verantwortlich sind, eine 
Konkurrenzsituation besteht. Je starker die Aktivitat der fur die antigenspezifische Immunisierung verantworth- 20 
chen Epitope abnimmt, urn so mehr steigt die paraspezifische Aktivitat an. Dies laBt sich durch zwei Beobachtun- 
gen belegen: 

a) Durch die Attenuierung uber mehrere 100 Passagen in Zellkulturen nehmen die immunisierenden 
Eigenschaften von Pockenviren ab, wahrend die paraspezifischen Aktivitaten nicht nur ansteigen, sondern 25 
bei bestimmten Pockenstammen erst nach der Attenuierung auftreten; 

b) durch Inaktivierungder zur Herstellung der Paramunitatsinducer geeigneten Pockenviren, vorzugsweise 
durch Bestrahlung, Hitze- oder pH-Einwirkung oder besonders bevorzugt durch eine chemische Behand- 
lung mit B-Propiolacton unter speziellen Bedingungen, verlieren die Pockenviren ihre immunisierenden 
Eigenschaften wahrend die paramunisierenden Aktivitaten ansteigen. 30 

Die erfindungsgemaBen Kombinationen -der Pockenviruskomponenten sind zur Verwendung als multipoten- 
te Paramunitatsinducer sowohl in der Humanmedizin als auch in der Tiermedizm geeignet. 

Der Ausdruck "Pockenviruskomponente", wie er im Zusammenhang mit dieser Erfindung verwendet wird. 
umfaBt eine Vielzahl viraler Strukturen, die von Pockenviren mit paramunisierenden Eigenschaften abgeleitet 35 
sind, beispielweise vermehrungsfahige oder inaktivierte frisch isolierte Pockenviren, vermehrungsfah.ge oder 
inaktivierte rekombinierte Pockenviren, die sich von frisch isolierten Pockenviren ableiten, vermehrungsfahige 
oder inaktivierte attenuierte Pockenviren, vermehrungsfahige oder inaktivierte rekombinierte Pockenviren die 
sich von attenuierten Pockenviren ableiten. die abgetrennten Hullen sowie Spa ltprodukte und aberrante For- 
men dieser Hullen der vorstehend aufgezahlten Pockenviren. einzelne virale Polypeptide, die durch b.ochemi- 40 
sche oder immunochemische Methoden von Kulturen gewonnen wurden, die mit den vorstehend aufgezahlten 
Pockenviren infiziert wurden sowie mitteis prokaryontischer oder eukaryontischer Expression gewonnene 
rekombinante virale Polypeptide, die sich wenigstens teilweise von einem oder mehreren der viralen Polypepti- 
de der vorstehend aufgezahlten Pockenviren ableiten. 

Der Ausdruck "Kombination", wie er im Zusammenhang mit dieser Erfindung verwendet wird, umfaBt sowohl 45 
das Mischen zweier oder mehrerer einzelner Pockenviruskomponenten, die sich von verschiedenen Pockenvi- 
russtammen ableiten, als auch die Kombinierung mehrerer solcher einzelner Pockenviruskomponenten in e.nem 
Polvpeptid oder Poiypeptidkomplex. Von Pockenviren abgeleitete Komponenten, wie rekombinierte Pockenvi- 
ren einzelne virale Polypeptide oder rekombinante virale Polypeptide, die infolge von Mutation oder geneti- 
scher Manipulation zwei oder mehrere Polypeptidsequenzen umfassen, die sich von zwei oder mehreren 50 
Pockenvirusstammen ableiten, werden folglich ungeachtet der Tatsache, daB d ' es ^ Po 'yP e P t, ^ u f n n ^^ 
einer einzigen Aminosaurekette bilden, so betrachtet, als handelte es sich urn zwei oder mehrere mdividuelle 
Pockenviruskomponenten. Dies gilt in gleicher Weise fur einzelne Pockenviruskomponenten. die in irgendemer 
Weise physikalisch oder chemisch miteinander verbunden sind. 

Der Ausdruck "multipotent", wie er im Zusammenhang mit dieser Erfindung verwendet wird, meint die 55 
vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten der erfindungsgemaBen Paramunitatsinducer in bezug auf Prophylaxe 
undTherapie,z. B.bei folgenden Indikationen: 

0 InfektiSse Faktorenkrankheiten und Mischinfektionen, chronische Manifestations infektioser Prozesse, 
hartnackig rezidivierende Infektionen und Chemotherapie-resistente, bakterielle und virale Infektionen, 6 o 

2) Abwehrschwachen bzw. Dysregulationen im Abwehrsystem eines Organismus, 

3) neonatalelnfektionsbedrohung, . 

4 adiuvante Therapie bei bestimmten Tumorkrankheiten bzw. Verhutung der Metastasierung, 
5) Regulierung der Homoostase zwischen Hormon-, Kreislauf-, Stoffwechsel- und Nervensystem. 

Zur Prophylaxe sind die Paramunitatsinducer insbesondere geeignet in folgenden Fallen: 

- Zur schnellen Aktivierung der Abwehr bei Neugeborenen 
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— Vor zu erwartenden StreB-Situationen (Standortwechsel, psychische Belastung, Hochleistung u. a.m.) 

— Vor Hospitalisierung 

— Bei akuter Infektionsgefahrdung 

— Zur Verhiitung von Impfkomplikationen 

5 — Zur Verminderung der Gefahr von Tumoren bzw. ihrer Metastasierung 

— Zur UnterstUtzungder Bioregulation 

— Zur Steigerung der Leistung 

— Zur Erhohung der Lebenserwartung 

— Zur Regulierungder Homdostase im Verbund mit dem Hormon-, Kreislauf-, Stoffwechsel- und Nerven- 
10 system. 

Fur dieTherapie sind die Paramunitatsinducer insbesondere geeignet in folgenden Fallen: 

— Bei Immunschwachen 

15 - Bei Viruskrankheiten, therapieresistenten bakteriellen Krankheiten und infektiosen Faktorenkrankhei- 

ten 

— Bei chronischen und rezidivierenden Infektionen 

— Bei Tumoren 

— In der Rekonvaleszenz 

20 — Bei Chemo- und Antibiotikatherapie 

— Bei Leberkrankheiten unterschiedlicher Genese 

— Bei chronischen Hautkrankheiten 

— Bei immunpathogenen Folgekrankheiten. 

25 Tabelle 1 zeigt die paramunisierenden Wirkungen verschiedener Pockenviruskomponenten sowie Paramun- 
itatsinducer im VSV-Babymaus-Test Die Zahlenwerte stehen fur die Wirkungsindizes. Die Methodik ist in der 
DE-OS 27 14 665 beschrieben. 

Tabelle 2 zeigt die Potenzierung der paramunisierenden Wirksamkeit verschiedener Pockenvirusstamme im 
VSV-Test in Abhangigkeit vom Grad der Attenuierung. Verwendet wurden inaktivierte Vtrussuspensionen. 

30 Tabelle 3 zeigt den EinfluB der Attenuierung auf die Induktion der Interferonsynthese mononuklearer Leuko- 
zyten des peripheren Blutes verschiedener Spezies. 

Tabelle 4 zeigt die Verstarkung der paramunisierenden Wirkung eines multipotenten Paramunitatsinducers 
auf der Basis eines rekombinierten Pockenvirus gegenuber der Wirkung der Einzelkomponenten. 
Abb. 1 zeigt einen Vergleich der Wirkungsindizes aus 2 VSV-Testen mit attenuiertem Huhnerpockenvirus 

35 HPl,ParapockenvirusORFDl701 undeinem Kombinationspraparat aus HP1 undD1701. 

Abb. 2 zeigt die potenzierende Wirkung einer erfindungsgemaBen Kombination der Pockenviruskomponen- 
ten ORF-Protein-4D9 und PIND-AVI gegenuber der Wirkung der beiden Einzelkomponenten auf die NK 
(nattirliche Killerzellen)-Zellaktivitat im Chromium 5l-Freisetzungstest. Die Werte entsprechen dem Mittel aus 
zwei unterschiedlichen Versuchsans&tzen. Die Testmethodik ist beschrieben bei Mayr 1986, a.a.0. 

40 Zur Verwendung als Pockenviruskomponenten ftir die erfindungsgemaBen multipotenten Paramupitatsindu- 
cer konnen Pockenvirusspezies als frisch isolierte, sog. virulente Feldst&mme oder in attenuierter, avirulenter 
Form verwendet werden. Aufgrund der im Laufe der Attenuierung gegenuber nicht attenuierten Stammen 
steigenden paramunisierenden Eigenschaften und aufgrund von Sicherheitserwagungen ist die Verwendung von 
attenuierten Stammen bevorzugt. Hierfur werden die betreffenden Virusstamme in Serienpassagen in Zellkultu- 

45 ren vermehrt. Durch regelmaBig dazwischen geschaltete Klonselektion mittels Plaquetechnik wird genetisch 
einheitliches Virusmaterial gewonnen, das sich durch Mutation und Selektion den Kulturbedingungen besonders 
gut angepaBt hat Der Attenuierungsgrad wird im Verlauf der Passagen durch Verimpfung auf empfSngliche 
Wirte (z. B. Federfollikelmethode bei KGken, Kanarienvogel etc, Skarifizierung der Kaninchenhaut etc.) uber- 
priift Die einzelnen Nachweisverfahren sind bekannt; vgl. Mayr, A. und E. Munz, 1964: VerSnderungen von 

so Vaccinevirus durch Dauerpassagen in Huhnerembryofibroblasten-Kulturen. Zbl. Bakt. Hyg. I. Orig. 195, 24—35; 
Mayr, A, F. Hartig und I. Bayr, 1964: Entwicklung eines Impfstoffes gegen die Kanarienpocken auf der Basis 
eines attenuierten Kanarienpocken-Kulturvirus. Zbl. Vet Med B 12, 41-49; Mayr, A. und K. Malicki, 1966: 
Attenuierung von virulentem Huhnerpockenvirus in Zellkulturen und Eigenschaften des attenuierten Virus. Zbl. 
Vet Med. B 13, 1 — 13; Mayr, A., M. Herlyn, H. Mahnel, A. Danco, A. Zach und H. Bostedt, 1981 : Bekampfung des 

55 Ecthyma contagiosum (Pustulardermatitis) der Schafe mit einem neuen Parenteral-Zellkultur-Lebendimpfstoff. 
Zbl. Vet. Med. B 28, 535—552. Normalerweise werden mehrere unterschiedliche Methoden zur Bestimmung des 
Attenuierungsgrades der betreffenden Pockenvirusspezies benutzt 

Die Serienpassagen zur Attenuierung werden Ublicherweise durch eine dreimalige Klonselektion mittels 
Plaque-Endverdunnungs-Technik abgeschlossen. Damit wird gewahrleistet, daB das verwendete Virusmaterial 

60 genetisch einheitlich ist Alle nachstehend genannten Pockenvirusstamme wurden nach diesem Prinzip gewon- 
nen. 

Filr die Attenuierung von Huhnerpockenvirus werden 200 bis 500 Kulturpassagen, bevorzugt mindestens 440 
Passagen benotigt Filr die Attenuierung von Parapockenvirus sind 100 bis 200 Kulturpassagen, bevorzugt 
mindestens 170 gestufte Passagen, zuerst in embryonalen Lammnieren-Kulturen gefolgt von Passagen in em- 
65 bryonalen Kalberlungen-Kulturen und in Zetlinien von Affennieren (z. B. MA, Vero) erforderlich. Das MVA- 
Vaccinia- Virus benotigt eine Attenuierung iiber 400 bis 600 Kulturpassagen, vorzugsweise mindestens 575 
Passagen. Eine Attenuierung von Kanarienpockenvirus erfordert 200 bis 500 Kulturpassagen, bevorzugt minde- 
stens 390 Passagen. Fur jeweils 100 Passagen benotigt man je nach Pockenvirusspezies 3 bis 5 Jahre. Die 
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Attenuierung umfaBt somit einen Zeitraum von 10bis20Jahren. ... c h»<mr 

AtttSL Pockenviren, die als Pockenviruskomponente fur die Paramun.tatsmducer der Erfmdung bevor- 
zu« ^StSSSS das Huhnerpockenvirus Stamm HP- 1.444. Passage in FHE-Kulturen, das Parapok- 
zugtyerwenaeiwerae ., k b , Lammn ieren-Kulturen, 37. Passage in bovinen 

JHffilSSW^ in MA " Zellen (Affennieren-Zellinie), das Vaccinia-Virus, 
S?amm SSSSS Vacciniavirus Ankara), 572. Passage in FHE-Kulturen und das Kananenpockenv.rus 
S amm KP-iS Passage in FHE-Kulturen. Proben dieser Viren wurden bei der European Col lect.on of Animal 
cTculVuri (ECACC) PHLS Center for Applied Microbiology and Research, Portondown Salisbury, W.hsh.re 
SP4 OIC (England in Form von Lyophilisaten hinterlegt. Sie haben die Hinterlegungsbeze.chnungen V9401 
2709 V94of 270^9401 2707 bzw. V94012708 und erhalten. Es kfinnen jedoch auch andere attenuate Pocken- 
iKSZ* T mk paramunisierenden Eigenschaften zur Herstellung der erfindungsgemaBen mult.potenten 

Paramunitatsinducerverwendet werden. . „„rcnhi«ten.>n Verfah- 

Zur Herstellung der rekombinierten Pockenviren im S.nne der Erfmdung eignen s.ch ve " chie <™ ™* 
ren Nach einem bevorzugten Verfahren werden durch simultane Infektion zwe.er verschiedener 
tamme : mit paramunisierenden Eigenschaften Rekombinationsereigmsse provoz.ert, be. denen Te.le der fur die 
paramunTs efenTn Eigenschaften kodierenden Bereiche des einen Virus in das Genom ernes anderer , Pockenvi- 
SI eSwfflhrt werden AnschlieBend werden rekombinierte Pockenviren, die d.e paramums.erenden Akt.v.taten 
™eT e ^v«SSe?Poctenvir«isttaime vereinigen, durch Plaque- End verdunnungs-Passagen und gee.gnete 
toe«iS3S«n identifiziert. Zur simultanen Infektion eignen sich beispielswe.se versch.edene Kombmat.o- 
n P n von HuhnerDOckenvirus, Vaccinia MVA-.Kanarienpocken- Oder Parapockenvirus. 

Knde^vS^ur Herstellung rekombinierter Viren bedient sich zusatzl.ch gentechnologKcher 
Techniken und des Vorgangs der homologen Rekombination. Hierzu ist es zunachst notwend.g d.e fur die 
pa^aSierenden Eigenschaften der Pockenviren kodierenden Bere.che zu .dent.f.z.eren. Letzteres erfolgt 

^LTe^t^I^^r^ Strukturproteine mitte.s biochemischer oder jm-nochemK 
scher Me Xde^ fraktioniert und auf ihre paramunisierenden Eigenschaften untersucht werden. Letzteres kann 
bSebS^S der nachstehend genannten in vitro- und in vivo-Tests erfolgen. Nach Ident.fiz.erung der 

ESnSrX«»teiae konnen durch Sequenzierung N-terminaler Sequenzen des gesamten Pro- 
feins oder dessen proteolytischer oder chemischer Spaltprodukte Aminosauresequenz.nformat.onen erhalten 
Sen d e oTer enuprechend entworf ene Oligonucleotidproben das Screenen nach den entsprechenden DNA- 
iShnitten in geeigneten Genbanken erlauben, sei es mittels herkommlicher HybndK.erungstechniken oder 
ir PoCerase Keuen eaktion (polymerase chain reaction; PCR). Eine weitere Moglichke.t der Wentitoerung 
oe tern S durch H^bridisierungunter Bedingungen verminderter Stringenz mit bekannten DNA-Proben 
^SiSS^S^. die fur Proteine mit paramunisierenden Eigenschaften spez.f.sch s.nd, d.e entspre- 
chenden homo bgen DN A- Abschnitte anderer Pockenviren zu isolieren, die ebenfalls fur Proteine m.t paramun- 
Serender Wirkufg kodieren. Auch in diesem Verfahren kann die konventionelle Methode des Screenmgs durch 
die PCR mit entsprechenden, den bekannten Sequenzen homologen Pnmern ersetzt werden. 

DN A- Abschnitte anderer Pockenviren, die zu bekannten DNA-Abschnitten bestimmter Pockenviren homo- 
log sind und S paramunisierende Proteine kodieren, lassen sich auch mittels Restr.ktionsenzym-Kartierung des 
cfnorns verschiedener verwandter Pockenviren und Vergleich der Bereiche m.t ahnhchen Resmktionsenzym- 
ISStSSe?idCTtif.rie«n. Solche vergleichende Restriktionsenzyjnkartierung .st be.sp.e^eise ,r , F. 
RaS and 1 DTurger,: Comparison of contagious Ecthyma Virus genomes by restr.ct.on endonucleases, Arch. 

V Se^, 3 e7e 2 ^ von DNA-Abschnitten, die fur paramunisierende Eigenschaften 

kod eVenTes ehtdarin, fur das Screening von Genbanken mono- oder polyklonale Ant.korper e.nzusetzen, die 
vfral^ 

le das Gen von Kaninchenpockenvirus identifiziert, das far das be. Pockenv.ren vorkommende 14 kD Prote.n 

(F ?mTnSB n ^ die ^paramunisierende vira.e 

piTetoetodK kann dann die gezielte Herstellung der erfindungsgemaBen rekombinierten Pockenviren ,m 
^e homcSSer Rekombination unter Verwendung geeigneter Vektoren erfolgen Als Insert.onsstelle^ u r d e 
Fremd DNA eienet sich z B. der Locus fur das Thymidinkinase-Gen, da es fur Pockenviren n.cht essentiell ist 
Das Ve5^ eines Transferors, der den in den Pockenv.rus via homologer 

ReLmbmat o" Sfuhrenden heterologen, von einem anderen Pockenvirus m.t paramums.erenden E gen- 
STXdeitetm Genabschnitt tragt in Zellen, die mit dem zu rekomb.merenden Pockenvirus mfiz.ert 
wurden " V^^S tt^K-Ste™*toren ein Markergen zur Selektion sowie von dem zu rekomb.me- 
ISdS'SSSSS^SSS^. homologe, flankierende Sequenzen, urn ho^ lo g e D R t omb,nat ^ ns ,^ e ^ m e 
mifeiLrbefriemgendenRatezu^ 

umSenden Aktlitaten zweier verschiedener Pockenvirenstamme vere.n.gen, wiederum durch PN"e-End- 
ve dTnnunts-Passagen und geeignete Screeningverfahren, beispielsweise .mmunochem.sche Emzelplaque-De- 
23 : mS XpolyWonaler Antikdrper, identifiziert. Die inserierten DNA-Konstrukte konnen auch 
^^SSSSS£JL nachgewiesen werden, z. B. mittels der "dot blof-Hybnd.s.erung ^iSZ 
S des Inserts wird direkt durch den Nachweis des betreffenden Strukturprote.ns m.t mono- oder P^onf* 
Andk6 pern odl indirekt Ober die Immun-Paramun-Reaktion von Versuchstieren ( v SV-Challenge-TesO, m 
aEKSllkutar^eiigeTe8t)od«p durch in vitro Parameter Interferonindukt.on, B.ldung bestimmter 
fnterieuk ^ne, cl" TNF etc" nachgewiesen. Das Ergebnis ist ein rekombinantes Pockenvirus, das als Pockenvi- 
usko™ oder als mu tipotenter Paramunitatsinducer im Sinne der Erfmdung d.enen kann. 
^SSS5^J»S«tenung der erfindungsgemaBen rekombinierten Pockenv.ren s.nd attenu.erte 
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Pockenviren, da von ihnen bekannt ist, daB sie nicht nur unschadlich fur die Umwelt sind, sondern gleichzeitig 
eine sehr gute paramunisierende Wirksamkeit besitzen. 

Auch die attenuierten rekombinierten Pockenviren konnen sowohl in vermehrungsfahiger Form, als auch in 
inaktivierter Form zur Hersteilung der multipotenten Paramunitatsinducern bzw. der pharmazeutischen Zusam- 
mensetzungen der Erfindung verwendet werden. Bevorzugt ist die Verwendung der inaktivierten rekombinier- 
ten Pockenviren. 

Beispiele fur vermehrungsfahige oder inaktivierte rekombinierte attenuierte Pockenviren mit paramumsie- 
render Wirkung, die sich als Pockenviruskomponenten eignen, sind das MVA- Virus mit fur paramunisierende 
Proteine kodierenden Genen aus Avipox- und Parapoxviren, attenuiertes Kanarienpockenvirus mit fur param- 
unisierende Proteine kodierenden Genen aus MVA-, HQhnerpocken- und Parapockenvirus und "vice-ver- 
sa"-Kombinationen aus den verschiedensten, attenuierten Pockenvirusstammen. 

Die Vermehrung der als Pockenviruskomponenten fur die multipotenten Paramunitatsinducer der Erfindung 
verwendeten vorstehend genannten Pockenviren kann sowohl in primaren als auch in sekundaren Zellkulturen 
sowie auch in permanenten Zell-Linien erfolgen. Vermehrung und Kultivierung der erfindungsgemaB verwende- 
ten Pockenviren erfolgt nach an sich bekannten Techniken. Attenuiertes Huhnerpockenvirus kann z. B. m 
primaren oder sekundaren Fibroblasten von Huhnerembryonen (FHE-Kulturen) undJCulturen von CEF-Zellen 
(schicken embryo fibroblasts; Zell-Linie) vermehrt werden. Bevorzugt ist die Vermehrung in FHE-Kulturen. 
Attenuiertes Parapockenvirus kann z. B. in Lammnieren- oder embryonalen Kalberlungen (bovine embryo lung; 
BEL)-Kulturen (Primar- oder Sekundar-Kulturen; beispielsweise hergestellt nach der Methode von Madin S. H., 
P. C. Andriese, Darby, N. B., 1957: The in vitro cultivation of tissues of domestic and laboratory animals. Am. J. 
Vet Res. 18, 932-941 .), Vero- und MA-Zellen (Nierenzellinien der afrikanischen grunem Meerkatze; ATCC CCL 
81 bzw. Microbiology Associated 104) vermehrt werden. Bevorzugt ist die Vermehrung in Verozellen. Das 
Vaccinevirus MVA kann z. B. in FHE-Kulturen oder CEF-Zelien (Zell-Linie) vermehrt werden. Bevorzugt ist die 
Vermehrung in FHE-Kulturen. Kanarienpockenvirus kann in FHE-Kulturen und in CEF-Zellen vermehrt wer- 
25 den. Bevorzugt ist die Vermehrung in FHE-Kulturen. 

1m Falle von attenuiertem Huhnerpockenvirus, Vaccinevirus MVA und attenuiertem Kanarienpockenvirus ist 
die Vermehrung in primaren oder sekundaren Zellkulturen von Saugern oder Vogeln bevorzugt, die empfang- 
lich fur die genannten Viren sind. In primaren oder sekundaren FHE-Kulturen erfolgt die Vermehrung vorzugs- 
weise bei 33° C bis 39° C, besonders bevorzugt bei 37° C. Die Hersteilung von FHE-Zellkulturen erfolgt nach der 
bekannten Methode der Trypsinierung des Rumpfes und der GliedmaBen der 10 bis 12 Tage bebriiteten 
Huhnerembryonen, nach Entfernung der Eingeweide und des Kopfes (Anzucht der Fibroblasten) in entspre- 
chenden, fur Zellkulturen geeigneten Behaltern aus Glas oder Kunststoff, z. B. Penicilhnflaschen, bei stationarer 
oder rotierender (Rollerkulturen) Bebfutung. Besonders bevorzugt wird nach einer Modifizierung der dem 
Fachmann bekannten Technik die Verwendung des gesamten Embryos, einschlieBlich Kopf und Eingeweide 
(gemischte Zellsuspension, bessere Virusernten mit stabilerer Qualitat und Quantitat der paramunisierenden 
Eigenschaften). Vorzugsweise werden ,die primaren Kulturen nochmals durch Trypsinisieren und erneutes 
Ausplattieren gereinigt. Das Anzuchtmedium besteht vorzugsweise aus Minimal Essential Medium +10% 
Lactalbuminhydrolysat +10% BMS (Serumersatz); das Erhaltungsmedium besteht lediglich aus MEM. Die 
Zellkulturen werden kurz vor dem "Dichtwerden" (80 bis 100% Zellrasen), d. h. 1 bis 3 Tage nach der Aussaat, 
bevorzugt 20 Stunden nach der Aussaat, mit Virus infiziert und bei 33° C bis 39° C, besonders bevorzugt bei 37° C 
bebrtttet. . . 

Fur die Animpfung von FHE-Kulturen wird als Saatvirus vorzugsweise plaque-gereinigtes Virusmatenal des 
betreffenden attenuierten Pockenvirusstammes verwendet. Die bevorzugte Animpfdosis betragt 107.0 
KID 50 /100 ml Medium (KID 50 = 50% kulturinfektiose Dosis; fur KID wird auch die Abkurzung TCID (tissue 
45 culture infectious dose) synonym verwendet). 

Zur Gewinnung von Suspensionen der fur die multipotenten Paramunitatsinducer verwendeten attenuierten 
Pockenviren aus Zellkulturen werden die infizierten Zellkulturen bei 33°C bis 39°C, vorzugsweise bei 37°C, 
bebrQtet. Die Ernte des Virusmaterials erfolgt nach 1 bis 10 Tagen, bevorzugt nach 3 bis 4 Tagen, vorzugsweise 
wenn der Zellrasen zu 5 bis 100% zerstdrt ist, besonders bevorzugt in einem Status von 5 bis 60% Abkugelung 
(spherical, rounded cells) und 40 bis 95<>/o Lysis. Von der Virussuspension wird eine ausreichende Menge 
abgenommen, urn die Oblichen bakteriologischen, virologischen und mykologischen Kontrollen nach den mter- 
nationalen Vorschriften zur Kontrolle auf Kontaminationen vorzunehmen. AnschlieBend werden die Zellen in 
toto bei +4°C, -20°C bis -80°C oder bei tieferen Temperaturen gelagert, bevorzugt bei -80°C. Bis zum 
AbschiuB der bakteriologischen, virologischen und mykologischen Kontrolluntersuchungen verbleiben die Kul- 
turen bei dieser Temperatur. Wenn alle Kontrollen den Sicherheitsvorschriften entsprechen, werden die Viru- 
sernten aufgetaut Dadurch werden noch intakte Zellen zerstort und damit zellgebundenes Virus freigesetzt, 
wodurch sich der Virustiter erhdhen kann. Bevorzugt wird die AufschlieBung der Zellen durch mehrmahges 
Einfrieren und Auftauen, besonders bevorzugt wird die AufschlieBung durch die Behandlung mit Ultraschall. 
Danach wird eine erneute Sterilitatskontrolle sowie die Kontrolle des Infektiositatstiters vorgenommen. 

Zur Kultivierung und Vermehrung des attenuierten Parapockenvirus wird auf die gleiche Weise vorgegangen, 
wie vorstehend fur das attenuierte Huhnerpockenvirus, Vaccinevirus und Kanarienpockenvirus beschneben, 
Der einzige Unterschied besteht darin, daB als Zellkulturen primare oder sekundare Lammnieren-, embryonale 
Kalberlungen-Zellkulturen oder verschiedene Zell-Linien, wie z. B. Vero-Zellen oder MA-Zellen (in beiden 
Fallen Zellstamme aus embryonalen Affennieren), verwendet werden. Besonders bevorzugt fur die Hersteilung 
65 von Parapockenvirussuspensionen sind Vero-Zellen. 

Zur Hersteilung der erfindungsgemaBen multipotenten Paramunitatsinducer konnen als Pockenviruskompo- 
nenten auch die abgetrennten Hiillen nichtrekombinierter oder rekombinierter Pockenviren verwendet werden 
sowie durch unvollstandige Synthese von Viruspartikein entstandene aberrante Formen dieser Hiillen. 
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Virushiillen werden vorzugsweise durch Abspaltung der Virushiille vom Viruscore (Nucleocapsid) dadurch 
hergestellt, daB Suspensionen von Pockenviren, die wie vorstehend beschrieben erhalten wurden, unter reduzie- 
renden Bedingungen mit einem Detergenz inkubiert und die auf diese Weise gespaltenen Viruspartikel mittels 
Dichtegradientenzentrifugation in Viruscore und Virushiille getrennt werden. 

Ein weiteres bevorzugtes Verfahren zur Gewinnung von paramunisierenden Virushiillen von Pockenviren 5 
oder aberranten Formen dieser Hullen besteht in der Infektion von fur die einzelnen Pockenvirusspezies nicht 
permissiven Zelikulturen. Ein Beispiel einer solchen [Constellation ist die Zuchtung von attenuiertem ORF- Virus 
in Huhnerembryofibroblasten. Die jeweiligen Pockenvirusspezies machen in den nicht permissiven Zelikulturen 
einen abortiven Vermehrungszyklus durch. Das heiBt, in den Viroplasmazonen der infizierten Zellen kommt es 
nicht zum Zusammenbau von fertigen, inf ektionstuchtigen Viruspartikeln. Die synthetisierten, abortiven Vorstu- \ o 
fen des Virus ("leere Hullen", inkomplette Formen, aberrante Formen etc.) enthalten bereits die fur die Paramun- 
isierung verantwortlichen Strukturproteine. Sie werden in das Kulturmedium abgegeben bzw. k6nnen durch 
Lysis der infizierten Zellen freigesetzt werden. Ihre Isolierung, Reinigung und Konzentrierung erfolgt nach den 
vorstehend aufgefuhrten Verfahren. 

Zur Herstellung der vorstehend genannten Virushullen sowie der aberranten Formen von Virushullen ist die 15 
Verwendung der vorstehend genannten Pockenviren in attenuierter Form bevorzugt. Ein bevorzugtes Verfah- 
ren zur Herstellung von Virushullen ist nachstehend in Beispiel 6 beschrieben. 

Als Pockenviruskomponente im Sinne der Erfindung konnen ferner virale Polypeptide dienen. Solche viralen 
Polypeptide sind ublicherweise virale Strukturproteine mit paramunisierenden Eigenschaften, die auf verschie- 
dene Art und Weise hergestellt werden konnen, ublicherweise durch Reinigung aus Zelikulturen, die mit 20 
Pockenviren infiziert sind. Vorzugsweise handelt es sich bei diesen Zelikulturen urn die vorstehend beschriebe- 
nen, wobei sowohl jene verwendet werden kdnnen, bei denen die Wirtszellen fur die Pockenviren, mit denen 
infiziert wurde, permissiv sind, als auch jene, die fur die Pockenviren nicht permissiv sind. Die Reinigung der 
viralen Polypeptide erfolgt nach bekannten biochemischen oder immunochemischen Methoden, beispielsweise 
durch die Verwendung monoklonaler Antikorper zur Immunaffinitatschromatographie. Bevorzugte Proteine, 25 
die mit diesen Verfahren gereinigt werden, sind z. B. Strukturprotein-Fraktionen von Pockenviren mit einem 
Molekulargewicht von 14 KDa (Fusionsprotein) bzw. 30 KDa (Adsorptionsprotein). Das Fusionsprotein stimu- 
liert die Phagozytose, die Interferonsynthese sowie die Bildung von Interleukinen. Das Adsorptionsprotein, das 
alien Orthopockenspezies gemeinsam ist, stimuliert die NK-Zellen, Granulozyten sowie Makrophagen und fiihrt 
uber Effektorzellen zur Bildung von Interferonen und bestimmten Interleukinen. 30 

Paramunisierende virale Polypeptide konnen auch direkt durch Spaltung der Pockenviruspartikel und ihre 
anschlieBende Isolierung, Fraktionierung (z. B. nach Molekulargewicht) Reinigung und Konzentrierung (z. B. 
mittels Dichtegradienten, Ultrazentrifugation, Chromatographic, praparativer SDS-Polyacrylamid-Gelelektro- 
phorese oder anderer bekannter Verfahren) gewonnen werden. Ein Verfahren zur Reinigung viraler Polypepti- 
de aus praparativen SDS-Polyacrylamidgelen ist in Beispiel 8 dargestellt 35 

Im AnschluB an die im Zusammenhang mit der Herstellung rekombinierter Viren erw&hnten Identifizierung 
von Genabschnitten, die fur Proteine mit paramunisierenden Eigenschaften kodieren, konnen die auf diese 
Weise klonierten und charakterisierten DNA- Abschnitte auch zur Herstellung rekombinanter viraler Polypepti- 
de dienen. Als Expressionssysteme zu deren Herstellung eignen sich auf Plasmiden, Phagen oder Viren basieren- 
de prokaryontische oder eukaryontische Expressionsvektoren, beispielsweise solche, die zur Expression in E. 40 
coli, Hefen oder Saugerzellen geeignet sind. Besonders geeignet sind jene, die sich zur Expression in Saugerzei- 
len eignen. 

Durch den Einsatz bekannter gentechnologischer Methoden (Mayr, A.: Virologische Arbeitsmethoden. Band 
3. Fischer Verlag 1989) werden die DNA-Abschnitte nach den bekannten Verfahren in die Phagen- oder 
Plasmid-Vektoren oder auf Viren basierenden Vektoren transferiert und in den geeigneten Wirtszellen expn- 45 
miert. Die exprimierten Proteine werden dann nach den bekannten Verfahren gereinigt und stellen das Aus- 
gangsmaterial fur entsprechende Kombinationen von Pockenviruskomponenten dar. Die rekombinante Expres- 
sion erlaubt nicht nur die Expression eines DNA-Abschnitts, der fur ein virales Polypeptid mit paramunisieren- 
den Eigenschaften kodiert Vielmehr konnen solche DNA-Abschnitte auch in einer Weise in den Expressions- 
vektor kloniert werden, die die Expression des resultierenden viralen Polypeptids als Fusionsprotein zur Folge 50 
hat. Als geeignete Fusionsproteinkomponenten zur Fusion mit den viralen Polypeptidanteilen kommen eine 
Reihe von Polypeptidsequenzen in Frage, z, B. von der bakteriellen 0-Galactosidase abgeleitete Sequenzen 
(IacZ), wobei die DNA-Abschnitte, die fur diese Komponenten kodieren, ublicherweise in den zur Expression 
verwendeten Vektorsystemen bereits vorhanden sind. Die als Pockenvirenkomponenten in Sinne der vorhegen- 
den Erfindung geeigneten Fusionsproteine konnen jedoch auch Fusionen aus zwei oder mehreren verschiede- 55 
nen viralen Polypeptiden sein, die sich von verschiedenen paramunisierenden Pockenvirusstammen ableiten. 
Letztere Fusionsproteine vereinigen paramunisierende Polypeptidbereiche verschiedener Pockenviren in einem 
Polypeptid und werden erhalten, indem zwei oder rnehrere der DNA-Abschnitte, die fur diese Polypeptidberei- 
che kodieren, in geeigneter Reihenfolge und im richtigen Leseraster miteinander kombiniert werden. 

FQr die Verwendung der Pockenviruskomponenten als multipotente Paramunitatsinducer in der Humanmedi- eo 
zin kdnnen weitere Reinigungsverfahren erforderlich sein. Beispielsweise kann das Praparat durch weitere an 
sich bekannte Reinigungsverfahren, wie z. B. Ultrazentrifugation, Dichtegradientenzentrifugation usw. weiter 
gereinigt werden. 

Die Inaktivierung der Pockenvirusstamme bzw. der rekombinanten Virusstamme kann durch verscniedene 
Behandlungen erfolgen, z. B. Hitzebehandlung, auf physikalischem oder chemischem Wege oder durch pH-Ein- 6 5 
wirkung. Vorzugsweise erfolgt die Inaktivierung durch y-Bestrahlung oder Behandlung mit p-Propiolacton, 
wobei die Behandlungen unter solchen Bedingungen durchgefuhrt werden, die die paramunisierenden Eigen- 
schaften nicht zerstoren. 
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In der besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Inaktivierung des attenuierten Pockenvirus mil 
P-Propiolacton in einem pH-Bereich von 8 bis 9 vorgenommen. Die Behandlung mit p-Propiolacton wird 
vorzugsweiseunterfolgendenBedingungendurchgefQhrt: . 
Der pH-Wert der Virussuspension wird mit NaHC0 3 (8.8%-ig in Aqua dest.) auf 8.6 eingestellt. p-Propiol acton 
wird 1 : 10 mit Aqua dest. vorverdUnnt und unter entsprechenden VorsichtsmaBnahmen in einem Vernaltnis von 
05 zu 100 zur Virussuspension gegeben. Das entspricht einer Verdunnung von 0.05% p-Propiolacton. Diese 
Suspension wird 1 Stunde bei KUhlschranktemperatur ( + 4 bis +8°C) und 4 Stunden bei 37° C geruhrt und 
anschlieBend ca. 12 bis 18 Stunden (iiber Nacht) im Kuhlschrank gelagert. Die inaktmerte Suspension wird 
durch Zentrifugation bei 2600 U/min. Uber 10 Minuten gereinigt. Danach wird der pH-Wert nochmals uberpruft 
und gegebenenf alls reguliert. »uu 

Der Nachweis der Inaktivierung erfolgt durch Verimpfung ausreichender Stichproben-Volumma des benan- 
delten Materials in FHE-Kulturen. Wenn sich spatestens 9 Tage nach der Verimpfung keine typischen cytopathi- 
schen Veranderungen entwickelt haben, wird dies als Beweis fur eine vollstandige Inaktivierung gewertet Bei 
Verdacht auf nicht inaktiviertes Restvirus werden 3 Subpassagen durchgefUhrt Erne erneute Kontrolle auf 
Verunreinigung mit Viren, Bakterien oder Pilzen wird zusatzlich in geeigneten Kulturen bzw. auf geeigneten 
Nahrboden sowie durch elektronenmikroskopische Untersuchung durchgefiihrt. 

Vorzugsweise werden die Losungen bzw. Suspensionen der Pockenviruskomponenten nach Aufreimgung 
lyophilisiert Vor der Lyophilisierung werden den Pockenviruskomponenten vorzugsweise geeignete Stabihsa- 
toren zugesetzt. Im Falle der Suspensionen attenuierter Pockenviren wird der Pockenvirussuspension ein 
Stabilisator, wie z. B. Kolltdon® Molico® (Magermilchpulver) oder Gelatine zugesetzt In der besonders bevor- 
zugten Ausfuhrungsform wird succinylierte Gelatine (Fa. Hausmann, St Gallen/Schweiz) in einer Endkonzen- 
tration von 2.5% zugesetzt. Vor der Zugabe der Gelatine (50%ig) muB ihr pH-Wert auf 8.0 eingestellt werden. 
Dies gilt auch far Stabilisatoren anderer Art 

Das fertige Praparat wird portioniert, z. B. in Mengen von 2 ml, und lyophilisiert Der lyophilisierte multtpo- 
tente Paramunitatsinducer bleibt bei einer Lagerung zwischen +4°C und +8°C oder niedngeren Temperaturen 
mindestens 10 Jahre stabil. Die im VSV-Challenge-Test oder im Zellkultur-Challenge-Test festgestellten Wir- 
kungseinheiten des Lyophilisates verandern sich unter diesen Bedingungen in einem Zeitraum von mindestens 
10 Jahren nicht (der Begriff Wirkungseinheit ist nachstehen definiert). Vor der endgultigen Lagerung wird das 
Lyophilisat nochmals bakteriologisch, virologisch und toxikologisch auf Reinheit Uberpruft 

Die auf die oben beschriebene Weise hergestellten Pockenviruskomponenten zur Herstellung der erfindungs- 
gemaBen Paramunitatsinducer werden zur Potenzierung ihrer Wirksamkeit in verschiedenen Mischungsverhalt- 
nissen miteinander kombiniert Im Falle attenuierter Pockenviren betragt das Mischungsverhaltnis vorzugswei- 
se 1 : 1. Es sind auch Kombinationen z. B. in foigenden Mischungsverhaltnissen moglich: 

1. HUhnerpockenvirus- und Parapockenvirus 5 : 1 bis 1 : 5, vorzugsweise 2:1 bis 1 : 2; 

2. HUhnerpockenvirus-, Parapockenvirus- und Vacciniavirus MVA 6 :3:1 bis 1 :3:6, vorzugsweise 6 :3:1, 
besonders bevorzugt 1:1:1; 

3. HUhnerpockenvirus-, Parapockenvirus-, MVA- und Kanarienpockenvirusinducer 1 : 1 :1 : 1. 

Entsprechende Mischungsverhaltnisse konnen auch fUr die anderen erfindungsgemaBen Pockenviruskompo- 
nenten verwendet werden. Andere Mischungsverhaltnisse sind jedoch ebenfalls zur Herstellung der multipoten- 
ten Paramunitatsinducer der Erf indung geeignet . 

Die Kombinierung der Pockenviruskomponenten zur Herstellung der multipotenten Paramunitatsinducer der 
Erfindung kann zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb des Herstellungsverfahrens erfolgen, vorzugsweise vor 
der Behandlung zur Inaktivierung, vor dem Lyophilisieren oder nach dem Lyophilisieren. Bei Verwendung von 
Pockenviren als Pockenviruskomponenten werden die Komponenten vorzugsweise vor der Inaktivierungsbe- 
handlung kombiniert. . . . 

Die Wirksamkeit sowohl der erfindungsgemaBen multipotenten Paramunitatsinducer als auch der einzelnen 
Pockenviruskomponenten kann mittels verschiedener Verfahren nachgewiesen werden: 
Als in vivo-Nachweis wird das VSV-Infektionsmodell in der Babymaus verwendet; vgl Mayr et al. (1986), a^.O. 
Es kann gleichzeitig zur Bestimmung der Wirkungseinheiten (WE/ml) dienen. In der Tabelle 1 ist die Wirksam- 
keit verschiedener VerdUnnungen von PIND-AVI und PIND-ORF im VSV-Modell dargestellt Der Wirkungsin- 
dex eines Praparates bzw. einer VerdUnnungsstufe wird nach der foigenden Formel berechnet: 



b - a 

Wirkungsindex (Wl) - - x 100 

D 



a » % Mortalitat der Versuchsgruppe 

b = % Mortalitat der Kontrollgruppe. . . 

Dieienige VerdUnnungsstufe, bei der noch ein Wirkungsindex von mindestens 20 erzielt wird, entnalt 1 WE 
pro 0,1 ml (Infektionsdosis pro Babymaus) bzw. 10 WE/ml. Im Beispiel mit PIND-AVI liegt der Endtiter bei 
1 : 16; die Charge enthaltdemnach 160 WE/ml). 

Als in vitro-Nachweis der Wirksamkeit sowohl der erfindungsgemaBen multipotenten Paramunitatsinducer 
als auch der einzelnen Pockenviruskomponenten konnen verschiedene Test- Verfahren eingesetzt werden: a) die 
Aktivitat peritonealer NK-Zellen 24 Stunden nach Behandlung mit PIND-AVI im 4 Stunden-Chromium 51-Frei- 
setzungstest; Mayr et al. 1986, a.a.O., b) die koloniestimulierende Aktivitat im Serum von Mausen 8 Stunden nach 
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KlC £ ^aS^hT-Sta'lta mit dem Aujeszkyvirus, die Bestimmung der 
kolonfes SSerS iSvit« (CSA) im Serum verschiedener Tiere und die Messung der Granulozytenakt.v.- 
m be MeS und Tier im »FACS-Analyser"(Partikelaufnahme, "respiratory burst") e.ngesetzt werden. 

We mi S de? SSJt beschriebenen Verfahren erhaltenen multipotenten ParamunKa«mducei -konnen 
a ls AuseanesDrodukt zur Hersteliung pharmazeutischer Zusammensetzungen zur Verwendung als Arzne.m.ttel 
dienen Z En ZwecKn das Lyophilisat entsprechend dem Ausgangsvolumen m.t Qb ichen pharmazeuti- 
Sl^SSS^ mit sterilem pyrogenfreien Aqua dest. versetzt werden. In ^ser Zubereuungs 
orm e Lnft es sich sowohl fur die parenteral (z. B. intramuskular, subcutan) als auch fur d.e lokale Verabre.- 
hung m : erfindungsremaBen multipotenten Paramunitatsinducer sind atoxisch pyrogenfre. und verursachen 
beisDielsweisebeiintramuskularerlnjektionkeineabnormenpostvaccinalenReaktionen. 

Die eSSiSnSBen pharmazeutischen Zusammensetzungen umfassen auc . andere ^"berenungsformen. 
BeisDieTe fur Sreitungsformen zur lokalen Applikation sind Lutschtabletten, Salben, Zapfchen Nasentrop- 
KE&fcSSSiSBebpiete far Zubereitungsformen zur parenteral Apphkat.on smd Injekt.onsprapa- 
rate Sie werden nach an sich bekannten Verfahren hergestellt B ^!-^..«» 

WriS?Sn«e Zubereitungsformen der pharmazeutischen Zusammensetzung.m Sinne der Erfmdung 
sin^beispieUweis^ oder Vaginalzapfchen. In der Form der beiden letztgenannten Zubere.tungsformen 
JtoeSSz^Behandlung von Hamorrhiden bzw. Entziindungen oder anderen Schadigungen^ d« Vagma. 
BeTder KonSktlonferung mu! darauf geachtet werden, daB nicht Sterilitat und Haltbarkeit durch Bestandte.le 
desTragers.beispielsweisesolchemitproteolytischer Aktivitat.bee.ntracht.gt werden 

In der Proohvlaxe werden die multipotenten Paramunitatsinducer vorzugswe.se 1 bis 3 mal im Abstand von 
24 Stunden verabrekh^ Bdm therapeutischen Einsatz werden je nach Schwere der Erkrankungen vorzugswe.se 
1 bb 3 BetaXS to Tag Uber 3 bis 5 Tage bzw. bis zum Abklingen der klinischen Symptome durchgefuhrt 
Die Dosis rich et fich nach den zu behandelnden Symptomen und der gewahlten Applikat,onsform S,e betragt 
bei oa?emerale?Sikation iiblicherweise 2 ml, wobei eine Dosis vorzugsweise mindestens 160 W.rkungse.n- 
Seiten enSl Dosis und Applikationsform konnen jedoch im Einzelfail in gee.gneter We.se abgewandelt 

W6 Ke folgenden Beispiele dienen zur weiteren Erlauterung der Erfmdung. 

Beispiel 1 35 

Als Ausgangsmaterial zur Herstellung'einer erfmdungsgemaBen Pockenviruskomponente diente der Hflhner- 
po^eSmHPl der aus einem k.inifch generalisiert kranken Huhn iso.iert und ^^SSSSSSi 
Huhnerembrvofibroblasten (FHE)-Kulturen attenu.ert worden war. Im Verlauf der * n ™ me ™ n fP™ $ *Z™ 
waren nTegdmafiigen Abstanden Klonselektionen mittels Plaque-Endverdunnungs-Techn.k sow.e Komrato- 
reSunSn auf Immunogenitat und paramunisierende Wirksamkeit eingeschaltet worden. Zur Herstel^ng 
de ^SrenvluskomponenTe der Erfindung diente die 440. FHE-Passage, die in den letzten 3 Passagen nochmak 
mi«ek KSnikViner Klonselektion unterzogen worden war, urn mit geneusch e.nheitl.chem Matenal 
SS^S^^i^ zwischen Vifusmaterial aus niedrigen und hohen Ze.lku.turpassagen m 
bezueauf die uaramunisierende Wirksamkeit sind in Tabelle 2 gegeniibergestellt. ,..,„,„„ 

FHE Kutoen wurden nach einer modifizierten Methode der allgemein Obl.chen Techn.k dun* ' Anzuchtung 
desHUhnerembryos in toto (einschlieBlich Kopf und Innereien hergestellt; vgl Mayr A, P. A Bachmann, B. 
B^brack und G W?«mann, 1974: Virologische Arbeitsmethoden, Band 1, VEB Gustav Fischer Verlag ; Jena In 
Anderun^ deMlbfcn™Technik wurde fur die Anzucht der Zellen ein vollsynthetisches Medium aus ; 10% BMS 
(Serum^m 10% Lactalbuminhydrolysat und MEM (minimal essent.al medium verwendet D.e ca. 

( MSnS^X}«-ZenkuIturen wurden mit dem Virusstamm HP1, 440. Passage, Infekuos .tatstner. 0 * 
90% dicnter ' Mono.ayer Erhaltungsmed.um diente MEM (ohne 

Sm^v!!^^^^^^^ dem der Ze.lrasen zu 5 bis 100% virusspez M 

Zellen aufzuschlieBen, wurde das zellhaltige T.rusmed.um m.t Ultraschall behandelt (Branson Somf.er 

4 VufK^Sle1erSte ) r0itat und Infektiositat wurden der Virusernte Proben entnommen. Nur Virusernten. die 
ZurKontro leOWMerm^^^^^^^ Mykoplasmen) waren und einen Infekt.os.tatsuter von 

^SS£SSSm k6nnen bis zur weiteren v«ri«-»» ^ 

^^SltSSSS^i P-Propiolacton wurde der pH-Wert des T.rusmaterials auf einen Wert von 
86 S«ffi?ProS3^ wuidc in einer Konzentration von 0.05% zugesetzt. Anschl.eBend wurde d« 
SLSK^chTsSn^ im Kiihlschrank und anschlieBend 4 Stunden im Brutschrank (37-Q unter ( RQhren 
maktS Inaktivierungsvorgang wurde durch stationare Lagerung der V.russuspens.on m KuW chrank 
uber NaTht abgeKhlossea Die inaktivierte Virussuspension wurde durch Zentr.fugat.on be. 260C I U/m.n ^grob 
gereinigt Der so gewonnene Inducer wurde als PIND-AVI bezeichnet und be. Temperaturen von +4 C oder - 
fiO°Cffelaeert und nach AbschluB der Kontroll-Untersuchungenlyophihs.ert. . ... u-m;~u 

Die S Pr0fu^ attenuierten Pockenvirus-Suspensionen auf Spezif.tat, Re.nhe.t und Unschadhch- 
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keit erfiillte die Forderungen des Europaischen Arzneibuches in folgenden Kriterien: 

1. Elektronenmikroskopische Kontrolle mit den iiblichen Methoden zeigten im Praparat typische, z. T. leere 
PockenviruspartikeL Das Praparat war frei von anderen mikrobiellen Strukturen. 

2. Die iiblichen Kontrollen auf mikrobielle Kontamination bewiesen, daB das Praparat frei von anderen 
Viren, Bakterien, Pilzen und Mykoplasmen war. 

3. Nach den Richtlinien des Europaischen Arzneibuches wurden Toxizitat, Teratogenitat, Pyrogemtat 
gepriift und keine positiven Ergebnisse festgestellt. 

4. Kontrolle auf den Gehalt an nicht inaktiviertem Restvirus: hierfur wurde mit dem fertigen Pockenvirus- 
Praparat in Ublicher Weise eine Titrierung in FHE-Kulturen durchgefuhrt In weiteren 3 Folgepassagen lag 
der Restvirusgehalt bei 0. 

Die paramunisierende Wirkung der Pockenviruskomponente PIND-AV1 wurde im VSV-lnfektionsmodell 
nachgewiesen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. 

Beispiel2 

In analoger Weise wie in Beispiel 1 beschrieben wurde eine erfindungsgemaBe Pockenviruskomponente aus 
dem attenuierten Vaccinia-Virus MVA in FHE-Kulturen hergestellt. Wie aus der Tabelle 2 zu ersehen ist, 
20 verbesserte sich die paramunisierende Aktivitat des Virusstammes durch eine Attenuierung Uber mindestens 500 
Kulturpassagen. Die Prufungen auf Reinheit, Unschadlichkeit, Spezifitat und Wirksamkeit erfolgten wie in 
Beispiel 1 beschrieben. Es wurden die gleichen Ergebnisse wie in Beispiel 1 erzielt. In Tabelle 2 sind die 
Ergebnisse dargestellt 

25 Beispiel 3 

In analoger Weise wie in Beispiel 1 beschrieben wurde eine erfindungsgemaBe Pockenviruskomponente aus 
dem attenuierten Kanarienpockenvirus, Stamm KP1, in FHE-Kulturen hergestellt. Wie aus der Tabelle 2 zu 
ersehen ist, verbesserte sich die paramunisierende Aktivitat des Virusstammes durch eine Attenuierung uber 
30 mindestens 390 Kulturpassagen. Die Priifungen auf Reinheit, Unschadlichkeit, Spezifitat und Wirksamkeit 
erfolgten wie in Beispiel 1 beschrieben. Es werden die gleichen Ergebnisse wie in Beispiel 1 erzielt. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 2 beispielhaft dargestellt 



10 



15 



35 



Beispiel 4 



In analoger Weise wie in Beispiel 1 beschrieben wurde eine erfindungsgemaBe Pockenviruskomponente aus 
dem attenuierten Parapockenvirus, Stamm D 1701, in MA- oder Vero-Zellen (permanente Zell-Linie aus Affen- 
nieren) hergestellt Wie aus der Tabelle 2 zu ersehen ist, verbesserte sich die paramunisierende Aktivitat des 
Virusstammes durch eine Attenuierung uber mindestens 170 Kulturpassagen. Die Prufungen auf Reinheit, 
40 Unschadlichkeit, Spezifitat und Wirksamkeit erfolgen wie in Beispiel 1 beschrieben. Es wurden die gleichen 
Ergebnisse wie in Beispiel 1 erzielt. 

In den Tabellen 1 und 2 sind die Ergebnisse fur die Einzelkomponenten (Produkte der Beispiele 1 bis 4) 
dargestellt 

45 Beispiel 5 

Die Herstellung eines multipotenten Paramunitatsinducers im Sinne der Erfindung wurde durch die Mischung 
von je 2 der in Beispiel 1 bis 4 beschriebenen attenuierten, inaktivierten Pockenvirussuspensionen in einem 
Mengenverhaltnis von 1 : 1 in einem Praparat bewirkt Hergestellt wurden eine Mischung der Pockenviruskom- 

50 ponenten PIND-AVI und PIND-ORF sowie der Pockenviruskomponenten Huhnerpockenvirus HP1 und Para- 
pockenvirus ORF D 1701. Wie aus der Tabelle 1 und Abb. 1 zu ersehen ist, potenziert sich durch die Kombina- 
tion der Inducer die paramunisierende Wirksamkeit (Bei einer additiven Wirkung waren sowohl die Wirkungs- 
indizes der einzelnen Verdilnnungen, als auch die WE/ml unverandert Die Erhohung beider BezugsgrdBen im 
dargestellten urn bis 20-40% (Wirkungsindex der Kombination im Vergleich zur 1 :8 Verdunnung von D 1701 

55 bzw. HP1) bzw. urn 200-400% (WE/ml der Kombination im Vergleich zu D 1701 bzw. HPl) beweist dies 
eindeutig. Die Priifungen auf Reinheit, Unschadlichkeit, Spezifitat und Wirksamkeit erfolgten gemaB Beispiel 1. 
Es wurden die gleichen Ergebnisse wie in Beispiel 1, mit Ausnahme einer erhOhten paraspezifischen Aktivitat, 
erzielt. 

60 Beispiel 6 

Vacciniavirus, Huhnerpockenvirus HPl und Parapockenvirus ORF D1701 wurden analog Beispiel 1 attenuiert 
und die Wirkung der Attenuation auf die paramunisierende Wirkung in einem Test verglichen, bei dem die 
Induktion der Interferonsynthese bei mononuklearen Leukozyten des peripheren Blutes gemessen wird. Die 
65 Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. 
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Beispiel 7 



^^^^■^^•T^^L^^m^mZJ^in Pellet erh.lten, dB die 
einem Beckmsnn SW-60 T,-Roloc be, 40 OOOUpm «" « ™ ™L 0bera ,„ d . Der Oberaand wgrde 

ducer verwendet. 



Beispiel 8 



Zur .solierung einze.ner Virusproteinbander .wurden ^^^^^^^ 
wendeten Puffer und Utongen waren w,e : be, Laemml. U- M W° J Bachmann P. A. Bibrack, B., 
assembly of the head of bacteriophage T4, Nature 227 68 f-^V^JgJ biop hysikalische Methoden, 
Wittmann, G., 1989, Virologische . Arbe.tsmethoden, Te. ^J^S^^HdPtrapockeiivlrui ORF 
Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, bes chr.eben. Suspens.oner ^™ * der Probe n aufgetragen, was 

D1701 wurdeninSOplProbenpufferaufgek^ * ^ y md 

einer Virusmenge von 10 ug/Geltasche ^entsprack An^W.eBend JJ^JT der P Proteine wurde „ zwei 

Exmpbor Eleetrephore* Concentrator (Phan™ LKB) fM. ^ e '™=S, ,„ dem - H ochsal!-Paller" 



Beispiel 9 



VerschiedenePockenv^^ 

renden Eigenschaften unterzogen. Dabe. wurden d.e P° c * e ™^ mit dem rekombinierten 
ausZel.ku«t U renab — 

Pockenvirus PIND-AVI+ORF vergiicn en, « ., zu entnehmen !St) war die 



Beispiel 10 



Die potenzierende Wirkung der kombinierten ^^P^^SSSS^S fS^^SStS 
der Einzelkomponenten wurde im Chromium ^^g^^^SS^^Z^t^lO^- 
Verglichen wurden die Pockenviruskomponen e ' ^^^~^„JS^SSfd1701 infiziert worden waren, 
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Tabelle2 



Virusstamm 


W 

VYUuljp 


E/ml im VSV-Test 

niedrige Attenu- 
ieningspassage 


hohe Attenu- 
ierungspassage 


Vacrinevirus 
MVA 


<20 


g40 


160 - 320 


Hiihnerpocken- 
virus ixr I 


<20 


g40 


80-160 


Kanarienp*- 
virus KP 1 


<20 


g40 


160 - 320 


Parapocken- 
virusORFD1701 


<20 


g40 


320 - 640 
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Tabelle3 



Virusspezies 


Stamm 


Inf.titer 
-loglO 
<MOI = l) 


antivirale 
mononukk 

Mensch 


Aktivitatin 
iarer Leukos 

; Schaf 


EJUml 
sytenvon 

; Schwein 


Vacciniavirus 

WilHfvn 
VTllUljrp 


ivopen- 
hagen 


St 75 


< **U 






niedr.Pass, 


Elstree 


7.4 


<40 


! <40 


n.u. 


Bern 


7.05 


<40 


: <4o 


I <40 


attenuiert 


MVA 


8.05 


160-320 


: so 


; 320 


Hiihner- niedrige 
pocken- Passage 
virus 

attenuiert 


HP1 


7.0 


<40 


<40 


<40 




IxoU 


DIM 




Para- wud- 
pocken- typ 

ViruS attenuiert 


D1701 


6.5 


<40 


<40 ; 


<40 


73 


320-640 ! 


160 : 


160 
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Tabelle4 



Inducertyp 


WE/ml 
(Vorverdfinnmig 1:8) 


PIND-AVI 


160-320 


PIND-ORF 


320-640 


ORF-Protein 
4D9 


40-80 


rekombinierter Para- 
munitatsinducer 
PIND-AVI 
+ ORF4D9 


1280 - 2560 



Patentanspriiche 

1. Paramunitatsinducer auf der Basis von Pockenviruskomponenten, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Paramunitatsinducer eine Kombination zweier oder mehrerer Pockenviruskomponenten umfaBt, die sich 
von unterschiedlichen Pockenvirusstammen mit paramunisierenden Eigenschaften ableiten. 

2. Paramunitatsinducer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Pockenviruskomponenten Pok- 
kenviren sind. 

3 Paramunitatsinducer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine oder mehrere der Pockenvirus- 
komponenten Huhnerpockenvirus HP-1, Parapockenvirus ORF D1701, Vaccinia-Virus MVA, oder Kana- 
rienpockenvirus KP-1 mit den ECACC Hinterlegungsbezeichnungen V94012709, V94012706, V94012707 

bzw.V9401 2708 sind , . , 

4. Paramunitatsinducer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Pockenviruskomponenten Virus- 
huilen oder aberrante Formen von Virushullen sind, die aus Pockenviren gewonnen wurden. 

5. Paramunitatsinducer nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Pockenviren inaktiviert 

a Paramunitatsinducer nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Inaktivierung der Pockenviren 
durch Behandlung mit (3-Propiolacton in einem pH-Bereich von 8 bis 9 erfolgt. 

7. Paramunitatsinducer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Pockenviruskomponenten ein- 
zelne virale Proteine sind, die durch biochemische oder immunochemische Methoden von Kulturen gewon- 
nen wurden, die mit Pockenviren infiziert worden waren. 

8. Paramunitatsinducer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Pockenviruskomponenten durch 
prokaryontische oder eukaryontische Expression gewonnene rekombinante virale Polypeptide sind, die sich 
wenigstens teitweise von einem oder mehreren der viralen Polypeptide von Pockenviren ableiten. 

9. Paramunitatsinducer nach einem der Anspruche 2, 4, 5, 6, 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Pockenviren frisch isoliert sind. 

10. Paramunitatsinducer nach einem der Anspruche 2, 4, 5, 6, 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Pockenviren attenuiert sind. ,„,,.«. ^ 

1 1. Paramunitatsinducer nach Anspruch 9 oder 1 0, dadurch gekennzeichnet, daB die Pockenviren rekombi- 

niertsind . 

12. Verfahren zur Herstellung von Paramunitatsinducern, dadurch gekennzeichnet, daB man zwei oder 
mehrere Pockenviruskomponenten kombiniert, die sich von unterschiedlichen Pockenvirusstammen mit 
paramunisierenden Eigenschaften ableiten. 
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13. Verwendung von Paramunitatsinducern auf der Basis von Kombinationen von Pockenviruskomponen- 
ten zur Herstellung von pharmazeutischen Zusammensetzungen. 

14. Die Pockenvirusstamme Huhnerpockenvirus HP- 1, Parapocken virus ORF D1701, Vaccinia-Virus MVA 
und Kanarienpockenvirus KP-1 mit den ECACC Hinterlegungsbezeichnungen V9401 2709, V9401 2706, 
V94012707 bzw. V94012708. 



Hierzu 2 Seite{n) Zeichnungen 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



16 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. CI. 5 : 

Veroffentlichungstag : 



DE 44 05 841 C1 
C12N 15/38 

5. Januar 1995 



Abbildung 1: 




> 



1:16 1:32 1:64 1:128 1^ 



Verdunnung der 
Pockenvirus-Suspension 

— * X X < * 

HP1 D 1701 1701 



408161/339 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Abbildung 2: 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Veroffentlichungstag: 



DE 44 05 84 1 CT 
C12N 15/38 

5. Januar1995 



% spezJLysis 
(Effektor/ 
Zielzeilen 



36- 



YAC-1 

= 100:1) 34 

32 



30- 



28- 



26- 



24 



22- 



20. 



18 



16 



14- 



12 



10 



8- 



4- 



PIND-AVI 



Kombination 

PIND-AVI/ 
ORF-Protein4D9 



ORF- 
Protein 
4d9 



408 1 61/339 



